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摘要 :【 目 的 ] 为 探究 美国 白 蛾 Hyphantria cunea 在 寄主 转换 过 程 中 的 消化 生理 机 制 黄 定 基 础 。【 方 
法 】 通 过 筛选 美国 白 蛾 cDNA 文库 ,克隆 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基因 。 荧 光 定 量 PCR 检测 该 基因 
在 美国 白 蛾 不 同 发 育 阶段 的 表达 特性 ; 半 定 量 RT-PCR 和 荧光 定量 PCR 分 别 检测 该 基因 在 美国 白 
蛾 5 龄 幼虫 体内 不 同 组 织 中 的 分 布 及 表达 特性 ;荧光 定量 PCR 检测 取 食 不 同 寄 主 植物 (美洲 黑 杨 
Populus delioides ,日 本 上 晚 机 Cerasus serrulata var， lannesiana， 山 根 花 Cerasus serrulata， 喜 树 
Camptotheca acuminata 和 法 国 梧桐 Platanus orientalis ) 叶片 后 美国 白 蛾 4 冷 幼 哇 中 该 基因 的 表达 
量 。【 结果】 克隆 获得 美国 白 蛾 丝 和 氮 酸 蛋白 酶 基因 HcSP1(GenBank 登录 号 : MH663425 ) ,开放 阅读 
框 长 882 bp, 编 码 293 个 氨基 酸 , 预 测 分 子 量 为 30.5 kD ,理论 等 电 点 预测 为 9.86。 编 码 蛋白 N 末 
端 疏 水 区 包含 15 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 ;具有 丝氨酸 蛋白 酶 的 典型 特征 , 即 氨基 酸 序列 中 具有 组 
氨 酸 (His)、 天门 冬 氢 酸 (Asp) 以 及 丝氨酸 (Ser) 残 基 组 成 的 酶 活性 俊 化 中 心 三 元 件 ;具有 明显 的 胰 
蛋白 酶 前 体 的 特征 , 即 具 有 信号 肽 .激活 肽 以 及 胰 蛋 和 白 酶 N 末端 保守 的 起 始 所 基 酸 序列 (IVGGC ) 。 
NCBI BLAST 比 对 结果 表明 美国 白 蛾 HcSP1 与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 丝 氨 酸 蛋白 酶 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 
在 50% ~70% 之 间 。 荣 光 定 量 PCR 结果 显示 ,HcSP1l 在 美国 白 蛾 幼虫 不 同 发 育 阶段 的 相对 表达 量 
呈现 动态 的 交 化 ,并 随 着 幼虫 忠 龄 的 增长 呈现 上 升 趋势 。 半 定量 RT-PCR 及 荧光 定量 PCR 结果 显 
示 ,HcSP1l 在 美国 白 蛾 5 龄 幼虫 头 部 .唾液 腺 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 表 皮 、 马 氏 管 和 血 淋 巴 等 组 织 中 均 有 表 
达 且 在 幼虫 中 肠 中 表达 量 极 高 。 与 取 食 其 他 寄主 植物 叶片 相 比 ,美国 白 蛾 取 食 喜 树 叶片 后 HcSP1 
的 相对 表达 量 明 显 升 高 ,并 显著 高 于 取 食 其 他 寄主 植物 。【 结论】 本 研究 克隆 获得 美国 白 蛾 丝氨酸 
蛋白 酶 基因 HcSP1 ,检测 了 其 在 美国 白 蛾 不 同 发 育 阶段 .不 同 组 织 以 及 取 食 不 同 寄主 植物 叶片 后 的 
表达 量 ,为 探究 美国 白 蛾 在 寄主 转换 过 程 中 消化 生理 的 机 制 黄 定 基础 ,也 为 美国 白 蛾 的 防治 提供 新 
的 思路 。 
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Abstract: [Aim) To lay a foundation for exploring the mechanism of digestive physiology of Hyphantria 
cunea (Drury) in host transformation. [ Methods) We first cloned a serine protease gene by screening the 
H. cunea cDNA library. We then analyzed the expression patterns of this gene in different developmental 
stages of H. cunea by qPCR. The distribution and expression patterns of this gene in different tissues of 
the Sth instar larvae of H. cunea were analyzed by semi-quantitative RT-PCR and qPCR, respectively, 
and the expression patterns in the 4th instar larvae of H. cunea feeding on leaves of different host species 
( Populus deltoids, Cerasus serrulata var. lannesiana, Cerasus serrulata, Camptotheca acuminata and 
Platanus orientalis ) were detected by qPCR. 【 Results 】 A serine protease gene HeSP] ( GenBank 
accession no. : MH663425) was successfully cloned from H. cunea. The open reading frame (ORF) of 
HcSP!1 is 882 bp in length, encoding 293 amino acids, with the predicted molecular weight (MW ) of 
30.5 kD and the theoretical isoelectric point (pl) of 9. 86. The predicted N-terminal hydrophobic region 
contains signal peptide consisting of 15 amino acid residues. The protein encoded by HcSP1 contains the 
enzyme activity catalytic center formulated with His, Asp and Ser residues, which is a typical feature of 
serine proteases. HceSP1 also possesses some typical features of putative trypsin precursors, such as 
containing a signal peptide , activation peptide and conserved N-terminus (IVGG). The NCBI BLAST 
alignment revealed that the amino acid sequence identities between HceSP1 of H. cunea and other 
lepidopteran serine proteases are between 50% and 70% . The qPCR results indicated that the expression 
of HeSPl in H. 


larval instar. Semi-quantitative RT-PCR results showed that HeSP1 was expressed in various tissues of the 


cunea in different developmental stages showed dynamic change, increasing with the 
Sth instar larva of H. cunea including head, salivary gland, midgut, fat body, cuticle, Malpighian 
tubules and hemolymph, and qPCR results further revealed that this gene had the highest expression level 
in the midgut. The expression level of HcSP1 was significantly higher in larvae of H. cunea feeding on C. 
acuminata leaves than in larvae feeding on other host plants. [Conclusion) In this study, we obtained a 
serine protease gene HcSP1 in H. cunea, and detected its developmental and tissue expression patterns, 
and its expression levels in the 4th instar larvae of H. cunea feeding on leaves of different host species. 
The results lay a foundation for exploring the mechanism of digestive physiology of H. cunea in host 
transformation, and also provide new insight for the development of new management tools for H. cunea. 
Key words: Hyphantria cunea; serine proteases; trypsin; sequence analysis; temporal and spatial 


expression patterns; host plant 





美 白 蛾 yphantiria cunea 属 鳞 村 日 





虫 本 身 的 生长 速度 ( 唐 庆 峰 等 , 2005)。 因 此 ,研究 








( Lepidoptera) 灯 蛾 科 ( Arctiidae) ,是 一 种 寄主 多 、 繁 
和 殖 力 强 . 适 生性 广 .危害 严重 的 世界 性 检疫 害虫 ( 季 
来 等 , 2003 ) 。 自 1979 年 我 国 辽 宁 省 丹东 地 区 首次 
发 现 美国 白 蛾 ,截至 2018 年 ,美国 白 蛾 疫 区 已 经 涉 
及 北京 天津 河北、 内 蒙古 .辽宁 、 吉 林 、 江 苏 、 安 徽 、 
山东 湖北 河南 11 个 省 (区 市 ) 的 558 个 县 级 行 
政 区 (国家 林业 局 2018 年 第 3 号 公告 ) 。 美 国 白 蛾 
在 美国 加拿大、 欧洲 .韩国 的 寄主 超过 600 种 
(Comi，1997 ) ,我 国 已 记录 的 美国 白 蛾 寄主 种 类 有 
129 种 ( 肖 进 财 等 , 2001) 。 然 而 ,不 同 寄主 植物 的 
营养 物质 具有 较 大 差异 ,昆虫 体内 消化 酶 活性 强 弱 
与 摄 人 营养 物质 的 类 型 和 含量 有 关 , 可 能 反映 昆虫 
对 寄主 植物 营养 物质 消化 吸收 的 能 力 , 进 而 影响 昆 


























美国 白 蛾 相关 消化 酶 以 及 取 食 不 同 寄主 后 的 表达 特 
性 对 了 解 美国 白 蛾 的 寄主 适应 性 具有 理论 价值 。 
丝氨酸 和 蛋白酶 (serine proteases，SPs ) 是 一 类 以 
丝氨酸 为 活性 中 心 的 重要 蛋白 水 解 酶 ,对 食物 中 的 
蛋白 质 进行 初步 消化 ,参与 蛋白 质 的 降解 和 合成 
(Johnston et al., 1991; Christeller et al., 1992)。 根 
据 其 酶 切 位 点 的 不 同 ,分 为 胰 和 蛋白酶 (trypsin) 和 上 胰 
凝 乳 和 蛋白酶 (chymotrypsin ) 两 大 类 (Brackney et al.， 
2010) 。 不 同 昆虫 的 消化 酶 中 , 胰 和 蛋白 酶 和 胰 凝 乳 
蛋 日 酶 所 占 的 比例 不 同 , 如 在 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera 的 消化 酶 中 , 胰 和 蛋白 酶 占 90% ,而 胰 凝 乳 蛋 
白 酶 仅 占 5% ;在 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 和 甜菜 
夜 蛾 Spodoptera exigua 中 , 胰 凝 乳 和 蛋白酶 占 85% ,而 












































162 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 62 卷 











胰 和 蛋白 酶 仅 占 7% (Srinivasan et al., 2006)。 丝 氨 酸 
和 蛋白酶 作为 一 种 超 基因 家 族 ,在 昆虫 各 组 织 中 均 有 
大 量 表达 。 目 前 ,有 关 昆 虫 胰 和 蛋白 酶 的 特征 及 在 昆 
虫 消化 、 免 疫 方面 的 功能 的 报道 较 多 , 相 比 之 下 ,由 
于 胰 凝 乳 和 蛋白酶 在 昆虫 丝氨酸 蛋白 酶 家 族 中 所 占 比 
例 较 低 ,关于 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 的 特征 及 功能 研究 也 相 
对 较 少 。 

近 些 年 ,国内 外 学 者 分 别 从 烟草 天 蛾 Manduca 
sexta (Peterson et al.，1995 ) 棉铃 虫 (Mazumdar- 
Leighton et al., 2000) 甜菜 夜 峨 (Herrero et al., 2005 ) 、 
斜纹 夜 峨 (Zhang et al., 2010; Zhan et al., 2015 ) 、 烟 芽 
夜 峨 Heliothis virescens (Zhu et al., 2012) .欧洲 玉米 
内 Ostrinia nubilalis (Yao et al.，2012) 、 小 菜 蛾 
Plutella xylostella (Shi et al., 2013 ) 等 鳞 翅 目 昆 虫 体 
内 克隆 多 条 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 cDNA 序列 ,经 鉴 
定 其 产物 主要 为 胰 和 蛋白 酶 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 。Liu 等 
(2017) 在 家 看 Bombyx mor 中 肠 中 克隆 出 一 种 类 胰 
凝 乳 和 蛋白酶 (chymotrypsin-like) 基因 ,并 发 现 类 胰 凝 
乳 丝氨酸 和 蛋白酶 参与 家 和 蛋 对 营养 物质 的 消化 与 吸 
收 , 并 涉及 到 家 答 体 内 对 饥饿 的 耐 受 性 。 在 东方 粘 
虫 Mythimna separata 的 研 究 中 发 现 虹 皮 激素 
(20E)、 饥 俄 以 及 苏 云 金 杆 菌 Bacillus thuringiensis 
(Bt) 的 刺激 均 可 以 引起 丝氨酸 蛋白 酶 的 响应 ,上 暗示 
丝氨酸 蛋白 酶 参与 东方 粘 虫 生长 发 育 、 消 化 以 及 对 
Bt 侵 染 虫 体 的 免疫 反应 (Zhou et al., 2016)。 寄 生 
蜂 的 寄生 同样 会 引起 丝氨酸 蛋白 酶 的 响应 , 相 比 较 
于 未 被 寄生 的 寄主 ,被 寄生 的 寄主 的 丝氨酸 蛋白 酶 相 
对 表达 量 下 降 , 且 酶 活力 也 随 之 降低 (Shi et al., 2013)。 

目前 ,针对 部 分 鳞 翅 目 昆 虫 的 丝氨酸 蛋白 酶 基 
因 虽 已 开展 一 些 基本 研究 ,但 是 对 美国 日 蛾 丝氨酸 
和 蛋白酶 基因 的 相关 研究 尚未 见报 道 。 鉴 于 美国 白 蛾 
寄主 多 、 食 性 杂 、 适 生性 广 等 特点 ,深入 研究 美国 白 
峨 丝氨酸 蛋白 酶 基因 对 于 揭示 其 消化 代谢 机 制 及 寄 
主 适 应 性 具有 重要 意义 。 本 研究 首次 在 美国 白 蛾 体 
内 克隆 丝氨酸 蛋白 酶 基因 ,利用 欧 光 定量 PCR 研究 
了 该 基因 在 美国 白 蛾 不 同 发 育 阶段 的 表达 及 5 龄 幼 
虫 不 同 组织 中 的 分 布 ,并 对 美国 白 蛾 4 龄 幼虫 取 食 
不 同 寄主 植物 叶片 后 HcSP1 的 表达 进行 了 分 析 , 为 
深入 研究 美国 白 蛾 丝氨酸 和 蛋白酶 在 其 寄主 转换 过 程 
中 对 寄主 的 适应 机 理 黄 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 
美国 白 蛾 幼虫 于 2017 年 5 月 采 自 江苏 省 淮安 





































































































市 楚 州 区 十 城墙 遗址 公园 (33. 62°N, 119. 02°E)。 
带 回 室 内 后 利用 人 工 饲料 进行 饲养 ,饲养 条 件 为 
26 +1%C ,相对 湿度 为 65% + 上 5% , 光 周 期 为 16L: 
8D。 成 虫 羽化 后 ,提供 30% 蜂蜜 水 。 选 择 室内 饲养 
的 第 2 代 幼 虫 作为 实验 用 虫 。 
1.2 美国 白 蛾 幼虫 总 RNA 的 分 离 与 cDNA 模板 
的 合成 

取 10 头 生 长 发 育 一 致 的 美国 白 蛾 3 龄 幼虫 置 
于 人 研 钵 中 , 液 氮 研磨 成 粉末 状 后 ,总 RNA 提取 试剂 
盒 提取 总 RNA( 北 京 天 根 生物 技术 公司 ) 。1% 琢 脂 
糖 凝 胶 电泳 检测 ,选择 电泳 图 谱 良 好 的 且 0D;6o/ 
0D,so 值 在 1.8 ~2.0 之 间 的 mRNA 样品 进行 cDNA 
模板 的 合成 。cDNA 模板 用 HiScript I Q Select RT 
SuperMix( 南京 诺 唯 赞 生物 技术 公司 ) 两 步 法 合成 ， 
第 一 步 : 4 x gDNA Wider Mix 4 pL, Oligo (dT) 1 
huL, RNA 1 pL, ddH,0 10 pL, 42% 2 min; 第 二 步 . 
将 4 MLS x HiScript I Select qRT SuperMix II 加 入 混 
合 液 , 8$%C 5 s, 50% 15 min，- 20%C 保存 或 直接 用 
于 PCR 反应 。 
1.3 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 克隆 

美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基因 全 长 cDNA 序列 根 
据 美国 白 蛾 cDNA 文库 (由 本 实验 室 构建 ,未 发 表 数 
据 ) 与 GenBank (https: // www. ncbi. nlm. nih. gov/ 
genbank ) 中 已 知 的 其 他 鳞 翅 目 种 类 丝氨酸 蛋白 酶 
基因 的 核 苷 酸 、 氮 基 酸 序列 比 对 获得 。 根 据 其 开放 
阅读 框 序列 利用 Prime Premier 5. 0 软件 设计 引物 
HcSP-F1ZHcSP-RL( 表 1) ,引物 送 至 南京 金 斯 瑞生 
物 公 司 合成 。 

以 1.2 节 合 成 的 美国 白 蛾 3 龄 幼虫 cDNA 为 模 
板 ,利用 LA Tad 聚合 酶 (TaKaRa， 日 本 ) 进行 PCR 
扩 增 , 扩 增 体系 : dNTPmix (2.5 mmolL) 8 HL， 
10 xPCR buffer 5 pL, Mg’* (25 mmol/L) 5 pL, 上 
下 游 引 物 (10 pmol/L) 各 1 HL，cDNA 模板 (500 Mg/ 
LL) 1 pL, LA Taq (5 U/pL) 0.5 nL, ddH,0O 28.5 
kL。 反 应 条 件 : 预 变性 95%C 3 min; 95%C 15 s, 45%C 
30 s, 72%C 50 s, 循环 30 次 ; 72% 5 min 延伸 。 扩 
增 后 用 1.5 色 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 将 PCR 产物 经 
琼脂 糖 凝 胶 电泳 后 切 胶 纯化 ,克隆 于 pEASY-T, 载 
体 , 导 入 大 肠 杆 菌 Escherichia coli Trans1-7T1 之 后 在 
含有 氮 苯 并 涂 有 IPTG 及 X-gal 的 LB 琼脂 板 上 37%C 
过 夜 培养 , 挑 取 阳性 克隆 于 LB 液体 培养 基 中 37C 
200 r/min 孵育 2 h ,再 进行 菌 液 PCR 鉴定 。 将 验证 
正确 的 重组 质粒 送 至 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 公 司 进行 
测序 。 利 用 分 子 生物 学 软件 DNAMAN8.0 比 对 测序 
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序列 与 美国 白 蛾 cDNA 文库 中 的 丝氨酸 蛋白 酶 序列 
相似 性 。 
1.4 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基因 序列 分 析 以 及 进 
化 树 分 析 

美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 核 苷 酸 序列 的 基本 物理 
性 状 分 析 使 用 Expasy 在 线程 序 (http: // web. 
expasy. org/ compute_pi/ ) 进行 预测 分 析 。 信 号 肽 运 
用 SignalP 4. 1 在 线 预测 (http: // www. cbs. dtu. dk/ 
services/ SignalP/ ) ,和 蛋白 结构 域 分 析 运 用 SMART 在 
线 分 析 ( http: // smart. embl-heidelberg. de/ ) ; 鳞 却 目 
已 知 丝氨酸 蛋白 酶 基因 和 氨基酸 序列 相似 性 搜索 使 用 
BLAST (http: // www. ncbi. nlm. nih. gov/ BLAST/) 
工具 ;氨基酸 序列 比 对 软件 使 用 ClustalX; 利用 
MEGA6.0 软件 包 中 的 邻接 法 (neighbor-joining ) 构建 
进化 树 。BoxShade (https: // embnet. vital-it. ch/ 
software/ BOX_form. html ) 建立 HcSP1 氨基 酸 序列 与 其 
他 鳞 这 目 昆虫 丝氨酸 蛋白 酶 氨基 酸 序列 的 多 重 联 比 。 
1.5 美国 白 蛾 不 同 发 育 阶段 和 幼虫 不 同 组 织 RNA 
提取 和 cDNA 的 合成 

选取 美国 白 蛾 1 -6 龄 幼虫 、 预 肾 、 师 各 3 ~ 10 
头 为 一 个 生物 学 处 理 ,3 次 重复 。RNA 提取 及 
cDNA 合成 同 1.2 节 。 

选取 美国 白 蛾 5 龄 第 2 天 幼虫 10 ~15 头 , 在 生 
理 盐 水 中 解剖 ,获得 头 、 唾 液 腺 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 表 皮 、 
马 氏 管 以 及 血 淋 巴 , 置 于 RNAlater 中 短 时 保存 , 通 
过 离心 法 将 RNAlater 去 除 。RNA 提取 及 cDNA 合 
成 同 1.2 节 。 
1.6 美国 白 蛾 4 龄 幼虫 对 不 同 寄 主 植物 叶片 的 取 
食 实 验 及 RNA 提取 和 cDNA 合成 

将 羽化 的 雌雄 虫 分 别 置 于 10 cm x 10 cm x 10 
cm 的 饲养 盒 中 ,供给 30% 蜂蜜 水 补充 营养 ,让 其 自 































































































由 交配 ,之 后 将 收集 的 卵 块 放 在 有 5 种 不 同 寄主 植 
物 ( 美 洲 黑 杨 Populus deltioides, 日 本 晚 机 Cerasus 
serrulata var.，lannesiana， 山 机 花 Cerasus serrulata， 
喜 树 Camptotheca acuminata 和 法 国 梧 桐 Platanus 
orientalis ) 叶片 的 饲养 盒 中 让 其 自然 孵化 ,幼虫 绪 化 
后 定期 清理 类 便 与 更 换 食料 。 由 于 美国 白 蛾 4 龄 幼 
虫 开始 分 散 取 食 ( 李 路 莎 等, 2018 ) ,因此 以 取 食 不 
同 寄主 植物 叶片 后 的 4 龄 幼虫 作为 实验 对 象 ,分 析 
美国 白 蛾 4 龄 幼虫 取 食 不 同 寄 主 后 丝氨酸 和 蛋白酶 基 
因 的 表达 谱 。RNA 提取 及 cDNA 合成 同 1. 2 节 。 
4~5 头 幼虫 为 一 个 生物 学 重复 ,3 次 重复 。 
1.7 荧光 定量 PCR 以 及 半 定 量 PCR 实验 
半 定 量 RT-PCR 检测 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基 
因 在 5 龄 幼虫 各 组 织 中 是 否 分 布 ,以 美国 白 蛾 甘 了 
醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 CAPDH 基因 ( GenBank 登录 号 : 
1C179544. 1) 作为 参照 基因 ,引物 序列 见 表 1。 扩 增 
体系 及 程序 同 1.3 节 。 

基于 克隆 得 到 的 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基因 序 
列 设计 灾 光 定量 引物 ( 表 1) ,并 以 美国 日 蛾 翻译 延 
伸 因 子 1A (EF-la) 基因 (GenBank 登录 号 : 
U85671.1) 为 内 标 基因 ,运用 Primer 5.0 软件 设计 
引物 ,由 南京 金 斯 瑞生 物 公 司 合成 部 合成 ( 表 1)。 
获 光 定量 PCR 扩 增 体系 : UlraSYBR Mix ( with 
ROX) 12.5 kL， 上 下 游 引 物 (10 pmol/L) 各 0.5 
kL 上 ,不 同 发 育 阶段 .5 龄 幼虫 不 同 组 织 、 以 及 取 食 不 
同 寄主 植物 叶片 后 美国 白 蛾 4 龄 幼虫 cDNA (100 
Mg/ kL) 模 板 各 2 pL, ddH,0 9.5 pL。 扩 增 条 件 : 预 
变性 95%C 2 min; 95%C 15 s, 49%C 20 s, 72°%C 20 s， 
循环 45 次 。 每 个 样品 设置 3 个 生物 学 重复 ,每 个 生 
物 学 重复 设置 3 个 技术 重复 ,采用 2 法 (Livak 
and Schmittgen, 2001 ) 计算 目的 基因 相对 表达 量 。 
















































































表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 












































引物 引物 序列 (5 -3 ) 引物 用 途 

Primers Primer sequences Use of primers 

HeSP-F1 ATGAAGGTTTTTGTATTATT 全 长 序列 克隆 

HceSP-R1 TTAGGTACGGGCAAGGATCC Full-length sequence cloning 
qHceSP-F2 AACAGGAATAACCGCCCACTAC 荧光 定量 PCR 以 及 半 定 量 PCR 
qHcSP-R2 GGCAAGGATCCAGCTAATGAAA qPCR and semi-quantitative RT-PCR 
GAPDH-F GCCAACGTATCTGTAGTA 半 定 量 RT-PCR 参照 基因 扩 增 
GAPDH-R CTCCTCAGTGTAGTCAAG Amplification of reference gene in semi-quantitative RT-PCR 
EF-1a-F CAAGGCTGATGGTAAATG 荧光 定量 PCR 内 参 基 因 扩 增 

EF-1a-R ACCAGGTTTAAGGATACC Amplification of internal reference gene in qPCR 


1.8 数据 处 理 与 分 析 
以 取 食 美洲 黑 杨 叶 片 的 美国 白 蛾 4 龄 幼虫 中 的 


表达 量 为 对 照 ,检测 取 食 其 他 寄主 植物 叶片 后 美 
白 蛾 4 龄 幼虫 中 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 相对 表达 量变 
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化 ;以 工龄 幼虫 中 的 表达 量 为 对 照 ,检测 美国 白 蛾 幼 
虫 其 他 发 育 阶段 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 相对 表达 量变 
化 ;以 美国 白 蛾 5 龄 幼虫 头 部 中 的 表达 量 为 对 照 , 检 
测 其 他 组 织 丝氨酸 蛋白酶 基因 的 相对 表达 量变 化 ， 
均 以 2-X% 计 算 。Excel 2010 记录 .整理 数据 以 及 绘 
制图 表 。 差 异 显 著 性 采用 统计 软件 SAS 8.0 中 的 
Duncan 氏 新 复 极 差 法 进行 分 析 (P <0.05)。 

















2 结果 
2.1 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 克隆 以 及 序列 
分 析 

获得 美国 白 蛾 丝氨酸 和 蛋白酶 基因 HcSP1 
(GenBank 登录 号 : MH663425 ) ,ORF 长 882 bp, 编 
码 293 个 氨基 酸 , 预 测 分 子 量 为 30.5 kD ,理论 等 电 
点 预测 为 9.86。N 末端 琉 水 区 包含 15 个 氨基 酸 组 
成 的 信号 肽 (图 1, 黑色 下 划 线 所 示 ) 。 结 构 域 分 析 
表明 ,HeSP1 基因 翻译 后 的 氮 基 酸 序列 具有 明显 的 
丝氨酸 蛋白 酶 的 典型 特征 , 即 氮 基 酸 序列 中 具有 保 


1 ATG AAG GTT TTT GTA 











TIA TTG GCT CTG 





GTG 









































守 的 组 氨 酸 (His) 、 天 冬 氨 酸 (Asp) 和 丝氨酸 (Ser) 
残 基 组 成 酶 活 的 催化 中 心 三 元 件 , 具 有 明显 的 胰 蛋 
白 酶 前 体 的 特征 , 即 具 有 信和 号 肽 .激活 肽 以 及 胰 和 蛋白 
酶 N 末端 保守 的 起 始 氨基 酸 序列 (IVCC) 。 
2.2 HecSP1 与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 丝氨酸 蛋白 酶 的 多 
重 联 比 及 进化 树 分 析 

将 HcSP1 推导 出 的 氨基 酸 序 列 在 NCBI BLAST 
上 进行 检索 ,结果 显示 与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 丝氨酸 蛋 
白 酶 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 在 50% ~70% 之 间 , 多 重 
联 比 结果 如 图 2 显示 , 均 含有 保守 的 组 氨 酸 (His)、 
天 冬 氨 酸 (Asp) 和 丝氨酸 (Ser) 残 基 组 成 的 催化 三 
联 活 性 中 心 。AAHC, D 和 CQGDSGG 分 别 是 鳞 却 
目 种 群 丝氨酸 蛋白 酶 的 组 氨 酸 、 天 冬 氨 酸 和 丝氨酸 
的 保守 区 域 , 均 含 有 IoGG(o 表示 该 位 置 的 氨基 酸 是 
可 变 的 ) 酶 原 转变 为 成 熟 酶 的 保守 区 域 作 用 位 点 。 

MEGA 6.0 邻接 法 (NJ) 法 对 HeSP1 及 与 之 同 源 
的 其 他 17 种 昆虫 的 丝氨酸 蛋白 酶 基于 氨基 酸 序列 进 
行 系 统 发 育 进化 树 的 构建 (图 3) ,结果 显示 : 膜 翅 目 、 


双 翅 目 . 半 却 目 、 鳞 翅 目 . 鞘 码 目 表现 出 较 大 的 分 化 。 


GCC GCC GTG CAA TCC AGA AAC ATC AAC ACA 



















































































M EK Vy F V 工 L A LE V A A Vy Q S R _N I N T 
21 GAA GAT GTG ATT GAT CTG GAA GAC CTT ACT GCC TAT GGA TAT CAT GAC AAA ATC GGC ATT 
E D Vy I D 下 也 康 下 T A YY 首 Y H D Kk I G I 
41 CCT TIG GCC AAT GAA ATC CGT CTA GCA GAG TCT CAG CTG AGT TCC AGA ATA GCT GGA GGC 
束 LL A N E 1 R L A EB § 六 L 8 S R 1 A G G 
6l TCA GCT TCA AGT CTA GGA CAG TIT CCT TAC CAG GCC GGT CTT GTC ATT GAT GIC CCA GGT 
S A S S L G 0Q F 有 Y 0Q A G L V 上 D Vy R G 
81 GGA CAG AGT GTA TGT GGT GGA GCT AIT GTC AAT CAA AAC AGA GTA CTC ACG GCA GCC CAC 
G Q Ss V C G 6 A 1 Vv NN Q _ AN R V L J A A H 
101 TGC TGG TIC GAT GGT AGA GTT CGC GCA ACA AGA TTG ACG GTC GTA GCT GGG TCG ATT AGA 
| 下 [Da R Vy R A T R L 下 V Vy A 0G S I R 
121 CTG TIC TCT GGC GGT CAA AGA AIT GCT ACC AAC AGT AIT GCC ATG CAC GGT AGC TGG AAC 
L F S 6G 六 R T A TN S I AM H 9 S W N 
141 CCA AAC TIA AIT CGC AAT GAC AIT GCT AIG ATC AAT TIA CCT TCT AGA CTA TCG TIC TCA 
R N L 1 R N D 1 人 M 1 N L Fp S R L 8 F Ss 
16l GGT ACT AIT GCT GCA AIT GCT CTG CCT TCT GGT GGC CAG CTC AAC GAA AAC TIC GCC GGT 
G T I A A I A L 了 S GG & L NN E NN 上 A G 
181 AAC ACC GGA GTIT GCT TCA GGA TTT GGA CGT ACT GGA GAC GGT GCC AAT GGC GGA ATT ACA 
N 焉 G Vv A 8 G 下 G R T G D 6G AN 9 0 I J 
201 AIT AAC CAA GCG CTC AGA CAC GTC AAC CTG CCC ATA ATC ACC AAT GCT GTG TGT AGT CGC 
I N Q A LL R HH V _N EL P I I T N A YY C 8 及 
22] TCG TIC GGT ATC GTC ACA GCC GGT AAC ATC TGC ACC AGC GGT GCT AAC GGC AGA AGT ACC 
S F G I V T A G _N I © 下 8 G AN 6 R S T 
241 TGC CAA GGT GAC TCT GGC GGT CCT CTT GCT GTG AAC AGG AAT AAC CGC CCA CTA CTG GTT 
C Q G D S G G PP Le 起 ¥ N R N N R P 下 上 V 
261 GGC TIG ACC TCT TIC GGT TCT AIT CAA GGC TGC CAG CGA GGT TIC CCT GCT GCA TAC GTC 
G L T S F G S 下 Q G C Q R 和 姐 上 下 A A Y V 
281 AGA GTA ACA ACT TTC ATT AGC TGG ATC CTT GCC CGT ACC TAA 
R V T 了 上 1 Ss VW 1 L A R 下 间 
图 1 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 HcSP1 核 苷 酸 序列 及 其 推导 出 来 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of HeSP1 from Hyphantria cunea 














黑色 下 划 线 表示 推导 的 信号 肽 序列 ,保守 的 氨基 酸 








红色 字母 表示 


蛆 
» 7 




















色 方 框 表示 的 是 假定 的 丝氨酸 和 蛋白酶 催化 位 点 。The predicted signal 


peptide sequence is underlined, the conserved amino acids are shown with red letters, and the putative serine protease catalytic sites are boxed. 
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图 2 美国 白 蛾 HcSP1 与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 SP 氨基 酸 序列 比 对 


Fig. 2 Amino acid sequence alignment of HcSP1 from Hyphantria cunea and SP from other Lepidoptera insects 
丝氨酸 和 蛋白酶 的 来 源 物种 以 及 GenBank 登录 号 Origin species of SPs and their GenBank accession numbers: HcSP1: 美国 白 蛾 Hyphantria cunea， 


Helicoverpa armigera, 

















XP_021201465. 1; HvSP: 首 蒂 夜 蛾 Heliothis viriplacaq，AMR44225. 1; SfSP: 草地 贪 夜 蛾 





Spodopiera frugiperda,，AAO75039.1; PxSPc: 小 菜 蛾 Plutella xylostella, NP_001306954.1; SISP: 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura, XP_022826476.1. 


36 


98 








38 首 蒂 夜 蛾 Heliothis viriplaca (AMR44225.1) 
49| -一 秋 虫 Marmestra configurata (ADT80821.1) 
棉铃 虫 Helicoverpa armigera (XP021201456.1L) 
斜纹 夜 峨 Spodoptera litura (XP022826476.1) 


草地 贪 夜 峨 Spodoptera frugiperda (AA075039.1) 
美国 白 蛾 Hyphantria cunea (MH663425) 


库 态 按 蚊 Anopheles culicifacies (AAX94742.1) 




















73 [7 小 斑 履 Mylabris cichorii (AGS78660.1) 
7 红 光 能 峰 Bompbus ignitus (ABF39003.1) 







小 菜 峨 Plutella xylostella (NP001306954.1L) 





























亚洲 玉米 螟 Ostrinia furnacalis (AML39475.1) 
冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae (CAB91840.1) 


人 0 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 丽 蝇 晴 集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis (NP_001166063.1) 


3 蜂 缘 晴 Riptortus pedestris (BAN21441.1) 


0.1 


图 3 基于 美 








国 白 峨 HeSP1 和 其 























他 昆虫 丝氨酸 蛋白 酶 氨基 酸 序 列 的 系统 进化 树 (邻接 法 ,1 000 次 重复 ) 








Fig. 3 Phylogenetic tree based on amino acid sequence of HcSP1 from Hyphantria cunea and serine proteases from other insects 


(neighbor-joining method, 1 000 replicates) 
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2.3 HecSP1 在 美国 白 蛾 不 同 发 育 阶 段 的 表达 特性 。 程 。! 龄 幼虫 .2 龄 幼虫 \ 预 师 期 和 师 期 相对 表达 量 
荧光 定量 PCR 结果 显示 (图 4) , HcSP1 相对 表 较 低 ,而 幼虫 3 -6 龄 时 表达 量 显 著 升 高 (P<0.05) 
达 量 在 美国 白 蛾 不 同 发 育 阶段 呈现 动态 的 变化 过 ”上 且 在 6 龄 时 相对 表达 量 达到 峰值 。 
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图 4 HcSP1 在 美国 白 蛾 不 同 发 育 阶 段 的 表达 特性 

Fig. 4 Expression profiles of HeSPl1 in different developmental stages of Hyphantria cunea 
Ll -16: 分 别 表示 1 -6 龄 幼虫 1st -6th instar larva, respectively; Pp: 预 贤 Prepupa; Pu: 肾 Pupa. 图 中 数据 为 平均 数 上 + 上 标准 误 , 柱 上 不 同 小 写 
字母 表示 差异 显著 (P<0.05，Duncan 氏 多 重 比 较 ) 。Data in the figure are mean + SE, and different small letters above bars indicate significant 


difference (P <0.05, Duncan’s multiple comparison ) . 


























2.4 HcSP1 在 美国 白 蛾 $ 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 分 ” 氏 管 . 血 淋 巴 这 些 组 织 中 缘 有 分 布 ; 获 光 定量 PCR 

布 及 表达 特性 结果 显示 (图 5: B) ,相对 于 其 他 组 织 HcSP1 在 中 肠 
半 定 量 PCR 结果 显示 (图 5: A) ,HcSP1 在 美国 ” 中 表达 量 极 高 ,差异 极 显著 (P<0.01)。 

白 蛾 5 龄 幼虫 头 部 、 唾 液 腺 、 中 肠 、 脂 肪 体 、 表 皮 、 马 
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图 5 HeSP1 在 美国 白 蛾 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 分 布 (A) 及 表达 特性 (B) 

Fig. 5 Distribution (A) and expression profiles (B) of HeSP1 in different tissues of the Sth instar larvae of Hyphantria cunea 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; Hd: 头 Head; Sg: 唾液 腺 Salivary gland; Mg: 中 肠 Midgut; Fb: 脂肪 体 Fat body; Ct: 表皮 
Cuticle; Mt: 马 氏 管 Malpighian tubules; He: 血 淋 巴 Hemolymph。 图 中 数据 为 平均 数 < 标 准 误 , 柱 上 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显著 ( 己 <0.01 ， 
Duncan 氏 多 重 比较 ) 。Data in the figure are mean + SE, and different capital letters above bars indicate extremely significant difference (P <0.01, 

















Duncan s multiple comparison ) . 





2.5 美国 白 蛾 幼虫 取 食 不 同 寄主 植物 时 片 后 龄 幼虫 有 SP1 相对 表达 量 较 高 ,差异 显著 (P < 
HcSP1 表达 谱 0. 05) 。 而 取 食 其 他 几 种 寄主 植物 叶片 与 对 照 组 相 

荧光 定量 PCR 结果 如 图 6 所 示 ,与 取 食 美洲 黑 ”比美 国 白 蛾 HecSP1 相对 表达 量 无 显著 性 差异 (P > 
杨 叶 片 的 对 照 组 相 比 , 取 食 喜 树叶 片 的 美国 白 蛾 4 0.05)。 
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图 6 美国 白 蛾 4 龄 幼虫 取 食 不 同 寄主 植物 叶片 后 
有 SPl 的 相对 表达 量 
Fig. 6 Relative expression levels of HceSP1 in the 4 也 








instar larvae of Hyphantria cunea after feeding on 
leaves of different host plants 
1: 美洲 黑 杨 Populus deltoids; 2: 日 本 晚 机 Cerasus serrulata var. 
lannesiana; 3: 山 樱 花 Cerasus serrulata; 4: 喜 树 Camptotheca 
acuminata; 5: 法 国 梧桐 Platanus orientalis， 图 中 数据 为 平均 数 + 
标准 误 , 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05, Duncan 氏 多 


重 比 较 )。Data in the figure are represented as mean + SE, and 




















different small letters above bars indicate significant difference (P < 


0.05, Duncan’ s multiple comparison ) . 


3 ”结论 与 讨论 











本 研究 通过 筛选 美国 白 蛾 cDNA 文库 的 方法 ， 
成 功 克 隆 一 条 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基因 HcSP1。 
序列 分 析 显 示 , HcSP1 开放 阅读 框 长 882 bp ,编码 
293 个 氨基 酸 ,预测 分 子 量 为 30.5 kD ,理论 等 电 点 
预测 为 9. 86。 多 序列 比 对 结果 显示 ,美国 白 蛾 
HcSP1 与 其 他 鳞 翅 目 昆虫 丝 氨 酸 和 蛋白酶 的 氨基 酸 序 
列 一 致 性 在 50% ~70% 之 间 , 含 有 保守 的 组 氮 酸 
(His) 、 天 冬 氨 酸 ( Asp) 和 丝 氮 酸 (Ser) 残 基 组 成 的 
催化 三 联 活性 中 心 , 具 有 明显 的 胰 和 蛋白 酶 前 体 的 特 
征 (Zhou et oj.，2016) , 即 具 有 信号 肽 .激活 肽 以 及 
胰 和 蛋白 酶 N 末端 保守 的 起 始 氨 基 酸 序列 (IVGG ) ， 
因此 可 以 确定 HeSP1 为 美国 白 蛾 幼虫 的 一 种 胰 和 蛋 
白 酶 。 丝 氨 酸 和 蛋白酶 作为 昆虫 体内 重要 的 和 蛋白 消化 
酶 ,主要 包括 胰 和 蛋白 酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 , 约 占 总 消化 
酶 活性 的 95% (Srinivasan et al., 2006) ,在 鳞 却 有 目 昆 
虫 幼虫 中 肠 内 的 蛋白 水 解 过 程 中 发 挥 极 为 重要 的 作 
用 (Wolfson and Murdock ，1990 )。 其 中 ,上 胰 蛋 白 酶 
是 昆虫 体内 第 一 大 蛋白 消化 酶 ,主要 特征 是 胰 和 蛋白 








































































































守 的 ,以 及 含有 胰 和 蛋白 酶 N 末端 保守 的 起 始 氨 基 酸 
序列 (IVGG)( 祝 妮 ,2013 ) 。 与 胰 蛋 白 酶 不 同 的 是 ， 
胰 凝 乳 蛋白 酶 是 仅 次 于 胰 和 蛋白 酶 第 二 大 蛋白 消化 
酶 , 胰 凝 乳 蛋 白 酶 具有 上 肽 链 内 切 酶 的 作用 ,能 在 酷 氨 
酸 和 葵 丙 氮 酸 的 羧基 端 切 断 蛋 白质 肽 链 , 专 一 水 解 
芳香 族 氨 基 酸 ( 栈 氨 酸 、 色 氨 酸 、 亮 氨 酸 ) 或 非 极 性 
脂肪 族 侧 链 的 氨基 酸 残 基 形 成 的 肽 键 (Krunt， 
1977) 。 胰 凝 乳 和 蛋白酶 序列 主要 包括 以 下 结构 特 
征 :信号 肽 ,活性 肽 .成 熟 肽 .催化 三 联 体 Ser-His- 
Asp( 为 丝氨酸 蛋白 酶 家 族 特有 的 结构 ) 以 及 胰 凝 有 她 
蛋白 酶 所 特有 的 一 些 结 合 口袋 氨基 酸 残 基 
(Colebatch et ol/.，2002 ) 。 进 化 树 结 果 显 示 膜 翅 目 、 
双 翅 目 . 半 翅 目 、 鳞 妙 目 .鞘翅 目 表 现 出 较 大 的 分 化 ， 
分 化 的 原因 可 能 是 由 于 口 器 ,消化 系统 以 及 食性 上 
的 差异 所 致 。 如 鞘翅 目 昆 虫 若 虫 多 为 咀嚼 式 口 需 ， 
多 以 木材 或 者 腐殖质 为 食 ; 鳞 序 目 昆 虫 多 为 植 食性 ; 
半 序 目 昆 虫 分 为 植 食性 肉食 性 以 及 吸血 昆虫 等 ; 膜 
翅 目 昆虫 分 为 肉食 性 、 植 食性 ( 孙 洋 等 , 2012 ) 。 

昆虫 在 不 同 的 生长 发 育 时 期 ,所 需要 的 水 分 和 
营养 物质 的 种 类 及 数量 不 同 ,需要 不 同 的 蛋白 酶 发 
挥 作用 ( 史 艳 霞 等 , 2008 ) 。 本 研究 中 ,EcSPl 在 美 
国 白 蛾 1 龄 幼虫 .2 龄 幼虫 、. 预 晴 期 和 晴 期 相对 表达 
量 较 低 ,而 在 3 -6 龄 幼虫 阶段 表达 量 逐 渐 升 高 且 在 
6 龄 幼虫 时 相对 表达 量 最 大 ,表明 HeSP1 的 表达 量 
与 美国 白 蛾 取 食 量 有 很 大 关系 。 预 师 期 和 晴 期 不 取 
食 ,1.2 龄 幼虫 取 食 量 相 对 较 少 ,3 龄 以 上 的 幼虫 则 
取 食 量 逐 渐 增 加 ,因而 HeSP1 的 表达 量 亦 逐渐 增 
加 。 其 他 一 些 昆 由 具有 相似 的 表达 特性 ,如 棉铃 虫 
5 龄 幼虫 的 类 胰 和 蛋白 酶 活性 高 于 3 龄 幼虫 (Kipgen 
and Aggarwal, 2014 ) ;小 菜 蛾 中 肠 胰 和 蛋白酶 基因 在 4 
龄 中 期 达到 最 高 值 ( 祝 妮 ,，2013 ) 。 

HesPl 在 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 特性 显 
示 , 其 在 中 肠 中 表达 量 极 高 ,与 其 他 组 织 中 表达 量 相 
比 差 异 极 显著 。 说 明 HcSP1 可 能 参与 美国 白 蛾 对 
食物 的 消化 与 吸收 的 过 程 。 昆 虫 中 肠 是 主要 的 食物 
消化 和 吸收 场所 ,是 分 泌 消 化 酶 的 主要 部 位 ,其 肠 道 
内 有 一 个 复杂 的 消化 酶 系统 。 其 中 丝氨酸 蛋白 酶 是 
要 的 消化 酶 ,可 以 消化 降解 所 摄取 食物 中 的 蛋白 
质 类 营养 物质 (Chen et al., 2013; Lomate et al.，, 
2014)。 目 前 , 首 蒂 夜 蛾 烟草 天 蛾 、 家 素 、 棉 铃 虫 和 
斜纹 夜 蛾 等 多 种 鳞 九 目 昆 虫 的 中 肠 丝 氮 酸 蛋白 酶 基 







































































































































































酶 具有 丝氨酸 蛋白 酶 的 保守 序列 ,含有 在 所 有 丝 氧 
酸 蛋 白 酶 中 都 保守 的 His，Asp 和 Ser 活性 三 联 体 ， 
在 催化 点 附近 Ala，cly，Asp，Ser 和 Gly 等 都 是 保 











因 已 经 被 克隆 和 表达 ,研究 表明 这 些 昆虫 中 肠 丝 氨 
酸 蛋 白 酶 可 能 参与 了 食物 消化 过 程 。 关 于 HceSP1 
的 功能 验证 有 待 于 后 续 进 行 原核 表达 载体 的 构建 以 
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及 活性 的 测定 研究 ,进而 揭示 其 功能 。 

寄主 植物 中 的 营养 物质 和 次 生 代谢 物质 对 植 食 
性 昆虫 的 生存 发育 、 繁 殖 具 有 重要 作用 ,而 寄主 植 
物品 质 和 昆虫 取 食 行为 决定 了 食物 中 营养 物质 的 吸 
收 和 消化 (Singh and Mullick, 1997)。 昆 虫 取 食 多 
种 寄主 时 ,通过 体内 蛋白 酶 的 变化 ,来 适应 原本 不 喜 
食 的 寄主 植物 ( 魏 辉 等 ,2006 ) 。 如 , 钩 库 大 在 蛾 
Antheraea assamensis 取 食 不 同 食 物 后 中 肠 胰 蛋 白 酶 
转录 水 平 有 显著 差异 ,反映 了 其 取 食 不 同 种 类 寄主 
的 能 力 (Saikia et al., 2011)。 本 研究 结果 显示 , 提 
供 5 种 寄主 植物 喂食 美国 白 蛾 幼虫 , 取 食 喜 树 叶片 
的 美国 白 蛾 幼虫 的 HeSP1 相对 表达 量 明显 高 于 取 
食 其 他 几 种 寄主 植物 叶片 的 表达 量 , 暗 示 HcSP1 可 
能 是 美国 白 蛾 取 食 喜 树 后 ,参与 消化 过 程 中 重要 的 
蛋白 酶 基因 ,也 可 能 是 受到 寄主 植物 叶片 中 喜 树 碱 
的 影响 。 已 有 研究 表明 喜 树 碱 影响 昆虫 的 生长 发 育 
以 及 其 代谢 脂 酶 有 显著 影响 。 如 不 同 浓度 的 喜 树 碱 
对 小 菜 蛾 有 一 定 的 毒 杀 作 用 ,影响 小 菜 蛾 的 生长 发 
育 以 及 化 肾 率 和 羽化 率 以 及 小 菜 蛾 体内 脂 酶 活性 有 
著 激 活 作 用 (刘刚 , 2007) 。 也 可 能 是 昆虫 自身 对 
具有 不 同 理化 性 质 的 寄主 植物 进行 主动 调节 的 结 
果 。 因 为 实验 过 程 中 ,喂食 喜 树 的 美国 白 蛾 幼虫 取 
食量 相对 较 少 ,发 育 历 期 相对 延长 ,实验 结果 同时 也 
暗示 HcSP1 可 能 参与 美国 白 蛾 应 对 喜 树 碱 的 化 学 
防御 ,下 一 步 将 利用 饲料 添加 法 测定 喜 树 碱 对 丝 氨 
酸 蛋 白 酶 活性 以 及 解毒 酶 活性 的 影响 。 

美国 白 蛾 作为 人 侵 性 极 强 的 食 叶 害虫 ,分 布 范 
围 较 广 , 生 境 条 件 多 样 ,寄主 植物 种 类 繁多 ,扩散 速 
度 快 ,已 经 造成 较 严重 的 经 济 损 失 ( 季 荣 等 ，2003 ; 
杨 忠 歧 和 张 永 安 ，2007 ) 。 对 美国 白 蛾 幼虫 取 食 不 
同 寄主 后 HcSP1 的 表达 分 析 , 为 深入 了 解 美 国 白 蛾 
对 于 不 同 寄主 的 消化 机 制 英 定 基础 以 及 在 美国 白 峨 
众多 寄主 中 寻找 高 效 的 HcSP1 抑制 剂 提供 理论 依 
据 , 为 深入 研究 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 在 其 不 同 寄 
主 转换 过 程 中 的 分 子 机 制 黄 定 基础 。 













































































< 



































参考 文献 (References ) 


Brackney DE, Isoe J，Zamora J, Lv BWC, Foy BD, Miesfled RL, Olsen 
KE, 2010. Expression profiling and comparative analyses of seven 
midgut serine proteases from the yellow fever mosquito, Aedes 
aegypti. J. Insect Physiol., 56(7).: 736 -744. 

Chen H, Zhu YC, Whitworth RJ, Reese JC, Chen MS, 2013. Serine 
and cysteine protease-like genes in the genome of a gall midge and 


their interactions with host plant genotypes. Insect Biochem. Molec. 


Biol., 43(8) : 701 -711. 


Christeller JT, Laing WA, Markwick NP, Burgess EPJ, 1992. Midgut 
protease activities in 12 phytophagous lepidopteran larvae: dietary 
and protease inhibitor interactions. Insect Biochem. Molec. Biol., 22 
(7) : 735 -746. 

Colebatch G, Cooper P, East P, 2002. cDNA cloning of a salivary 
chymotrypsin-like protease and the identification of six additional 
cDNAs encoding putative digestive proteases from the green mirid, 
Creontiades dilutus ( Hemiptera: Miridae ). Insect Biochem. Molec. 
Biol., 32(9).: 1065 - 1075. 

Gomi T, 1997. Seasonal adaptation of a colonizing insect, the fall 
webworm, Hyphantria cunea Drury in Japan. Insectarium, 34: 
320 -325. 

Herrero S, Combes E, Oers MMV, Vlak JM, Beekwilder J, 2005. 
Identification and recombinant expression of a novel chymotrypsin 
from Spodoptera exigua. Insect Biochem. Molec. Biol., 35(10): 
1073 - 1082. 

jiR, Xie BY, LiXH, Gao ZX, Li DM, 2003. Research progress on the 
invasive species, Hyphantria cunea. Entomol. Knowl., 40 (1): 
13 -18. [ 季 荣 , 谢 宝 瑜 , 李 欣 海 , 高 增 祥 , 李 典 席 , 2003. 外 来 
和信 侵 种 一 一 美国 白 蛾 的 研究 进展 . 昆虫 知识 , 40(1): 13 -18] 

Johnston KA, Lee MJ, Gatehouse JA，Anstee JH, 1991. The partial 
































purification and characterisation of serine protease activity in midgut 
of larval Helicoverpa armigera. Insect Biochem., 21(4).: 389 -397. 

Kipgen L, Aggarwal KK, 2014. Gut protease profiles of different instars 
of Helicoverpa armigera ( Lepidoptera: Noctuidae). Int. J. Trop. 
Insect Sci., 34(3).: 172 -178. 

Kraut J, 1977. Serine proteases: structure and mechanism of catalysis. 
Annu. Rev. Biochem., 46: 331 -358. 

Li LS, Yuan YF, Wu L, Chen M, 2018. Effects of host plants on the 
feeding behavior and detoxification enzyme activities in Hyphantria 
cunea (Lepidoptera: Arctiidae ). Acta Entomol. Sin., 61 (2): 
232 -239. [ 李 路 莎 , 袁 郁 斐 ， 武 备 , 陈 敏 , 2018. 不 同 寄主 植 
物 对 美国 白 蛾 幼虫 取 食 行为 及 解毒 酶 活性 的 影响 . 昆虫 学 报 ， 
61(2): 232 -239 ] 

Liu G, 2007. Camptothecin Insecticidal-Activity and Mechanism to 











Plutella xylostella L. MSc Thesis, Zhejiang Forestry University, 
Hangzhou. [刘刚 , 2007. 喜 树 碱 对 小 菜 蛾 的 生物 活性 及 作用 机 
理 研 究 . 杭州 : 浙江 林学 院 硕士 学 位 论文 ] 

Liu HW, Li YS, Xin T, Wang DD, 2017. A midgut-specific serine 























protease, BmSP36, is involved in dietary protein digestion in the 
silkworm, Bombyx mori. Insect Sci., 24(5) : 753 —767. 

Livak KJ, Schmittgen TD, 2001. Analysis of relative gene expression 
data using realtime quantitative PCR and the 2-AACT method. 
Methods, 25(4) : 402 -408. 

Lomate PR，Mahajan NS, Kale SM, Gupta VS, Giri AP, 2014. 
Identification and expression profiling of Helicoverpa armigera 
microRNAs and their possible role in the regulation of digestive 
protease genes. Insect Biochem. Molec. Biol., 54(11) : 129 -137. 

Mazumdar-Leighton S, Babu CR, Bennett J, 2000. Identification of 
novel serine proteinase gene transcripts in the midguts of two tropical 
insect pests, Scirpophaga incertulas ( Wk.) and Helicoverpa 
armigera (Hb. ). Insect Biochem. Molec. Biol., 30(1).: 57—68. 


























2 期 赵 旭 东 等 : 美国 白 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 基因 HeSP1 的 克隆 时空 表达 及 对 取 食 不 同 寄主 植物 的 表达 响应 169 








Peterson AM， Fernando GJP, Wells MA, 1995. Purification ， 
characterization and cDNA sequence of an alkaline chymotrypsin 
from the midgut of Manduca sexta. Insect Biochem. Molec. Biol., 25 
(7) : 765 -774. 

Saikia M, Singh YT, Bhattacharya A, Mazumdarleighton S, 2011. 
Expression of diverse midgut serine proteinases in the sericigenous 
Lepidoptera Antheraea assamensis ( Helfer) is influenced by choice 
of host plant species. Insect Mol. Biol., 20(1):1-13. 

Shi M, Zhu N, Yi Y, Chen XX, 2013. Four serine protease cDNAs from 
the midgut of Plutella xylostella and their proteinase activity are 
influenced by the endoparasitoid, Cotesia vestalis. Arch. Insect 
Biochem. Physiol., 83(2): 101—114. 

Shi YX, Zhang YJ, Wang GR, Liang GM, Gao JG, Wu KM, Guo YY, 
2008. Changes in mid-gut protease activities in larvae of Bt resistant 
and susceptible strains of Helicoverpa armigera Hiibner. Chin. J. 
Appl.，Environ，Biol., 14(3) : 394 -398. [ 史 艳 霞 , 张 永 军 , 王 桂 
荣 , 梁 革 梅 , 高 继 国 , 吴 孔 明 , 郭 予 元 , 2008. Bt 抗 性 和 敏感 棉 
铃 虫 幼虫 中 肠 主要 和 蛋白酶 活性 的 变化 . 应 用 与 环境 生物 学 报 ， 
14(3) : 394 -398 ] 

Singh AK, Mullick S, 1997. Effect of leguminous plants on the growth 

















and development of gram pod borer, Helicoverpa armigera. Indian 
J. Entomol., 59(2): 209 -214. 

Srinivasan A, Giri AP, Gupta VS, 2006. Structural and functional 
diversities in lepidopteran serine proteases. Cell Mol. Biol. Lett., 11 
(1): 132 -154. 

Sun Y, Bai LX, Zhang YJ，Xiao LB, Tan YA, Wu GQ, 2012. Cloning 
of serine protease gene AISP4 and its expression patterns after 
feeding on different host plants in Apolygus lucorum ( Hemiptera: 
Miridae ). Acta Entomol，Sin.,， 28(6): 641 - 650. [ 孙 洋 , 柏 立 
新 , 张 永 军 , 肖 留 斌 , 谭 永 安 , 吴 国 强 , 2012. 绿 盲 晴 丝 氨 酸 和 蛋 
白 酶 基因 415P4 的 克隆 及 取 食 不 同 寄主 植物 后 的 表达 谱 分 析 . 
昆虫 学 报 , 28(6) : 641 - 650 ] 

Tang QF, Wu ZT, Jin T, Wu SL, 2005. The activity of major digestive 











enzymes in the midgut of Eupolyphaga sinensis. Chin. Bull. 
Entomol., 42(5): 557 -561. [ 唐 庆 峰 , 吴 振 廷 , 金涛 ， 吴 尚 澧 ， 
2005. 中 华 真 地 敬 中 肠 主 要 消化 酶 的 活性 研究 . 昆虫 知识 ,42 
(5) : 557 -361 ] 

Wei H, Zhao SX, Hu JF, Zhan ZX, Wu W, 2006. Resistance decline 























of host plants to the population of Plutella xylostella in the field and 
effect of esterase activity. J. Fujian Agric. For. Univ. (Nat. Sci. 
Ed. ) ,35(2) : 138 -142. [ 魏 辉 , 赵 士 照 , 胡 进 锋 , 占 志雄 , 吴 
玮 , 2006. 寄主 植物 对 小 菜 蛾 田间 种 群 抗 药性 衰退 及 其 酯 酶 活 
性 的 影响 . 福建 农林 大 学 学 报 (自然 科学 版 ), 35 (2): 138 - 



































142 ] 

Wolfson JL, Murdock LL, 1990. Diversity in digestive proteinase activity 
among insects. J. Chem. Ecol., 16(4): 1089 - 1102. 

Xiao JC, Yuan SQ, Wang JQ, Liang WQ, Wang JQ, Tang TQ, Luo 
DM, Cong LW, 2001. The biological characteristics and control of 
Hyphanitria cunea. J. Shandong For. Sci. Technol., (S1): 54— 
55. [ 肖 进 才 , 圳 淑琴 , 王 健生 , 梁 文 强 , 王 进 泉 , 汤 天 庆 , 罗 德 
明 , 从 龙 威 , 2001. 美国 白 蛾 生物 学 特性 及 防治 .山东 林业 科 
技 , (S1): 54 -55] 

Yang ZQ, Zhang YA, 2007. Researches on techniques for biocontrol of 















































the fall webworm, Hyphantria cunea, a severe invasive insect pest to 
China. Chin, Bull. Entomol., 44(4): 465 -471. [ 杨 忠 岐 , 张 永 
安 , 2007. 重大 外 来 和 侵害 虫 一 一 美国 白 蛾 生物 防治 技术 研 
究 . 昆虫 知识 , 44(4) : 465 -471 ] 

Yao J, Buschman LL, Oppert B, Khajuria C, Zhu KY, 2012. 





























Characterization of cDNAs encoding serine proteases and their 
transcriptional responses to Cryl Ab protoxin in the gut of Ostrinia 
nubilalis larvae. PLoS ONE, 7(8): e44090. 

Zhan ©Q, Zheng S, Feng Q, Liu L, 2015. A midgut-specific 
chymotrypsin cDNA (Slctlpl ) from Spodoptera litura: cloning, 
characterization, localization and expression analysis. Arch. Insect 
Biochem. Physiol., 76(3): 130 - 143. 

Zhang C, Zhou DH, Zheng SC, Liu L, Tao S, Yang L, Hu SN, Feng 
QL, 2010. A chymotrypsin-like serine protease cDNA involved in 
food protein digestion in the common cutworm, Spodoptera litura: 
cloning, characterization, developmental and induced expression 
patterns, and localization. J. Insect Physiol., 56(7).: 788 -799. 

Zhou X, Fan D, Zhao K, 2016. Characterization of trypsin-like and 
chymotrypsin-like serine proteases from midgut of Mythimna separata 
Walker. Arch. Insect Biochem. Physiol., 92(3).: 173 - 191. 

Zhu N, 2013. Cloning and Transcriptional Profile of Serine Protease 
cDNAs from Midgut of Diamondback Moth, Plutella xylostella, and 
Related Proteinase Activity. MSc Thesis, Zhejiang University, 
Hangzhou. [ 祝 妮 , 2013. 小 菜 蛾 中 肠 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 克 
隆 .转录 及 其 酶 活 的 研究 . 杭州 : 浙江 大 学 硕士 学 位 论文 ] 

Zhu YC, Guo Z，Abel C, 2012. Cloning eleven midgut trypsin cDNAs 











and evaluating the interaction of proteinase inhibitors with Cryl Ac 
against the tobacco budworm, Heliothis wvwirescens ( F.) 


( Lepidoptera: Noctuidae). J. Invertebr. Pathol., 111(2): 111 - 
120. 


(责任 编辑 : 马 丽 萍 ) 


